Диагностическая и прогностическая значимость изменения профиля генетической экспрессии плаценты на фоне преэклампсии by Маричереда, В. Г. et al.
ÎÄÅÑÜÊÈÉ ÌÅÄÈ×ÍÈÉ ÆÓÐÍÀË56
бить можливим їх комбіноване
застосування. Це може стати
підґрунтям для подальшого на-
укового дослідження у даному
напрямку.
Висновки
1. Добрі результати отрима-
но в 86,8 % пацієнтів, яким ви-
конано вакуумне лігування ге-
мороїдальних вузлів латекс-
ними кільцями, і у 87,8 % осіб,
які перенесли прошивання ди-
стальних гілок верхньої прямо-
кишкової артерії під допплеро-
метричним контролем.
2. Аналіз віддалених ре-
зультатів застосування мало-
інвазивних методів лікування
пацієнтів із хронічним гемо-
роєм вказує на високу ефек-
тивність їх застосування в ран-
ніх стадіях захворювання та
можливість їх комбінованого
використання.
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Преэклампсия (ПЭ) возни-
кает у 5–15 % беременных в
Украине и является лидирую-
щей причиной материнской и
неонатальной смертности и за-
болеваемости как в Украине,
так и во всем мире [1; 2]. При-
нимая во внимание то, что
единственный эффективный
метод лечения ПЭ — это пре-
рывание беременности, воз-
можность снижения смертнос-
ти и инвалидности при данной
патологии заключается в ран-
нем выявлении патологии при
помощи высокочувствитель-
ных и специфических биомар-
керов, которые позволят вы-
делить пациентов группы рис-
ка, осуществить прицельный
мониторинг, установить точ-
ный диагноз и, при необходи-
мости, определить момент
своевременного вмешатель-
ства. Новые стратегии скри-
нинга предполагают необхо-
димость оценивать не только
чувствительность, специфич-
ность и прогностическую зна-
чимость биомаркера, но также
затраты, приемлемость для
пациента и контроль качества
исследования [3]. Основным
объектом исследований пос-
ледних лет была идентифика-
ция в качестве потенциальных
биомаркеров плацентарных
факторов, изменение экспрес-
сии которых обнаружено в пла-
центах при ПЭ. Однако опуб-
ликованные данные, зачастую,
являются результатом немно-
гочисленных исследований в
строго рандомизированных
группах пациентов, что не по-
зволяет говорить об универ-
сальности изучаемых марке-
ров [4–7]. Таким образом, по-
иск биомаркера, который мог
бы применяться как скрининго-
вый для диагностики и прогно-
за ПЭ — актуальная  задача
современного акушерства.
Целью данного исследова-
ния был поиск биомаркеров и
выявление новых патогенети-
ческих механизмов развития
ПЭ путем определения про-
филя генетической экспрес-
сии плацентарной ткани ПЭ
при помощи ДНК-микрочипов.
Материалы и методы
исследования
Под наблюдением находи-
лось 267 беременных, среди
которых были выделены ос-
новная группа (ПЭ, n=172) и
контрольная (физиологичес-
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кая беременность, n=95). Кли-
ническое обследование бере-
менных проводили согласно
соответствующим клиничес-
ким протоколам МЗ Украины
[8]. Изучение профиля гло-
бальной экспрессии генов в
плацентах 30 здоровых бере-
менных (роды через есте-
ственные родовые пути, n=15),
роды путем планового кесаре-
ва сечения, n=15) и беремен-
ных, перенесших ПЭ (n=24),
было проведено при помощи
мультигеномных ДНК-микро-
чипов согласно стандартной
схеме [9]. По результатам из-
менения профиля генетичес-
кой экспрессии было проведе-
но определение экспрессии
mRNA Hb в образцах плацен-
тарной ткани методом гибри-
дизации in situ в плацентах
здоровых беременных и пере-
несших тяжелую ПЭ. Опреде-
ляли также концентрацию сво-
бодного фетального гемо-
глобина (Hbф) в плазме соот-
ветственно трем триместрам.
Вычисление объема транспла-
центарной фетоматеринской
трансфузии (ФМТ) было вы-
полнено методом Клейхауэра
— Бетке (КБ-тест) на основа-
нии непрямого определения
количества Hbф в материнс-
кой крови [10–13]. Для биоин-
формационного анализа ис-
пользовали базу данных Gene
Ontology для классификации
генов соответственно их био-
логическому действию или мо-
лекулярной функции. Статис-
тическую обработку получен-
ных данных проводили с по-
мощью программы Exсel, рас-
счетом средней (М), ошибки
(m), коэффициентов Стьюден-
та.  Разницу считали досто-
верной при p<0,05.
Результаты исследования
и их обсуждение
В обследуемых группах
средние показатели основных
диагностических критериев,
таких как систолическое дав-
ление (ПЭ — (158,30±0,66) мм
рт. ст.; контрольная группа —
(113,78±1,17) мм рт. ст.) и
диастолическое давление (ПЭ
— (96,45±1,17) мм рт. ст.;
контрольная группа — (71,48±
±0,85) мм рт. ст.) были досто-
верно различными (р<0,001).
Средний уровень суточной
протеинурии составил (3,65±
±0,18) г/л в группе ПЭ и
(1,4±0,6) г/л в контрольной
группе (р<0,001). В группе ПЭ
также достоверно опреде-
лялась тромбоцитопения —
(215,0±9,3)·109/л по сравне-
нию с контрольной — (277,0±
±8,9)·109/л (p<0,001). При ана-
лизе клинических показате-
лей обследуемых групп не бы-
ло обнаружено достоверных
различий в таких параметрах,
как возраст беременных, па-
ритет, индекс массы тела по
сравнению с контрольной груп-
пой (p>0,05) (таблица). Стати-
стически достоверные разли-
чия зарегистрированы в сле-
дующих категориях: срок гес-
тации к моменту родов, масса
новорожденного при рождении
и оценка состояния новорож-
денного по шкале Апгар (на 5-
й минуте). При анализе исхо-
дов беременности и родов в
группе ПЭ выявлены случаи
серьезных осложнений бере-
менности в виде синдрома за-
держки внутриутробного раз-
вития (ЗВУР) (n=5; 21 %) и
плацентарной дисфункции
(n=17; 71 %), сочетание синд-
рома ЗВУР и плацентарной
дисфункции (n=4; 16,7 %).
Исследования при помощи
ДНК-микрочипов показали
достоверное изменение экс-
прессии 22 генов в группе ПЭ
(рис. 1). Наиболее значимые
Таблица
Клинико-анамнестические показатели
Преэк- Контрольная
               Показатели лампсия, группа, р
n=172 n=95
Возраст матери, лет 30,0±3,3 28,0±5,3 >0,05
Индекс массы тела матери 24,00±2,12 24,0±2,7 >0,05
Паритет 3,37±3,34 3,02±3,13 >0,05
Срок родов (недели гестации) 33,0±0,6 37,0±0,5 <0,001
Масса ребенка при рождении, г 2330,0±8,7 3275,0±11,6 <0,001
Оценка по шкале Апгар 6,42±0,30 8,13±0,15 <0,001
(5-я минута), баллы
Первородящие, % 68,04 40,00 —
Экстрагенитальная патология, % 69,1 51,1 —
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Рис. 1. Сравнение профиля генетической экспрессии в группах «пре-
эклампсия» и «здоровые беременные»
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отклонения зарегистрированы
по генам, кодирующим цепи
гемоглобинов α и γ (Hbα и
Hbγ), экспрессия которых бы-
ла существенно увеличена в
плацентах группы ПЭ. Изуче-
ние профиля экспрессии ге-
нов установило также сниже-
ние в группе ПЭ экспрессии
десяти генов, связанных с ан-
гиогенезом. Увеличение экс-
прессии генов Hbα, Hbγ, гена
трансформирующего фактора
роста β1 (TFGβ1), гена гемок-
сигеназы-1 (НО-1) и снижение
экспрессии пяти генов группы
ангиогенеза было подтверж-
дено методом полимеразной
цепной реакции (ПЦР) в ре-
альном времени.
Существенных различий
профиля экспрессии mRNA
цепей четырех гемоглобинов
(Hbα, Hbβ, Hbγ, Hbδ) в образ-
цах плацентарной ткани обе-
их групп найдено не было. Ре-
зультаты исследования мето-
дом гибридизации in situ пока-
зали, что клетки, экспресси-
рующие mRNA Hbγ, были пре-
имущественно расположены в
просвете сосудов в образцах
группы ПЭ и группы контроля.
При этом в плацентах группы
ПЭ обнаружены клетки, экс-
прессирующие mRNA Hbγ, в
межворсинчатом пространст-
ве с более интенсивными сиг-
налами, чем в группе контро-
ля. В зоне трофобласта обе-
их групп сигнал не был заре-
гистрирован.
Уровни Hbф в плазме кро-ви были в 9 раз выше в груп-
пе ПЭ по сравнению с группой
контроля (p<0,01) в третьем три-
местре (рис. 2). Диагностичес-
кая ценность Hbф в качестве
маркера ПЭ была следующей:
чувствительность 91 % и специ-
фичность 93,5 % для довери-
тельного интервала 95 %.
На основании полученных
данных, c учетом потребнос-
ти в эффективном и недоро-
гом скрининговом тесте ПЭ,
нами было проведено сопо-
ставление содержания Hbф
прямым методом и опосредо-
вано, при помощи количест-
венного определения объема
трансплацентарной ФМТ ме-
тодом Клейхауэра — Бетке
(КБ-тест). КБ-тест относится к
наиболее распространенным
методам определения ФМТ, ос-
нованным на цитохимических
отличиях Hbф и Hb взрослого.
Чувствительность КБ-теста, по
данным различных исследо-
ваний, составляет 92 % [10–
13]. Положительная корреля-
ция между уровнем Hbф в
плазме и объемом ФМТ была
выявлена в случае позднего
начала ПЭ во втором (r=0,43)
и третьем (r=0,47) триместрах.
Изучение профиля глобаль-
ной экспрессии генов в пла-
центе при неосложненной бе-
ременности и беременности
на фоне ПЭ показало досто-
верное изменение экспрессии
генов в плаценте под влияни-
ем патологии при отсутствии
влияния процесса родов на
состояние генетической экс-
прессии. Появление свободных
форм гемоглобина на фоне из-
менения экспрессии его генов
может вызывать повреждение
тканей и разрушение клеточ-
ных мембран, причем основ-
ными повреждающими факто-
рами становятся метаболиты
гемоглобина — гем и железо
(рис. 3) [13–15]. Гем может по-
вредить клетки косвенно, по-
вышая чувствительность кле-
точных мембран к окислению,
или же путем прямого окисле-
ния. Благодаря гидрофильной
природе, гем может проникать
сквозь клеточные мембраны
и вызывать повреждение ци-
тозольных белков, органелл
клетки и ДНК. Гем и железо
также способны вызвать окис-
ление белков и липидов в ци-
тотоксические формы, кото-
рые продолжают окислитель-
ное повреждение. Кроме того,
будучи сильным окислителем,
гем стимулирует формирова-
ние реактивных кислородных
разновидностей [16–18]. Кроме
окислительных свойств, гем
также вызывает воспалитель-
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Рис. 3. Схема действия свободных форм гемоглобина
Рис. 2. Динамика фетоматерин-
ской трансплацентарной транс-
фузии
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ный ответ активацией нейтро-
филов или прямым воздей-
ствием через провоспалитель-
ный toll-like-рецептор 4 [19–20].
Таким образом, увеличен-
ная продукция и накопление
свободного гемоглобина мо-
гут быть патофизиологическим
механизмом, который ответст-
венен за окислительный стресс
и эндотелиальное поврежде-
ние, зарегистрированные в
плацентах группы ПЭ. Сво-
бодный Hb и его метаболиты
могут выступать как повреж-
дающие агенты не только на
клеточном уровне, но и как ме-
диаторы системных эффек-
тов. Например, свободный ге-
моглобин повышает сократи-
тельную способность сосудов,
что может привести к повыше-
нию артериального давления
[21]. Гемоглобин, являющийся
потенциальным антагонистом
оксида азота (NO), способст-
вует снижению уровня свобод-
ного NO, приводя к усугубле-
нию эндотелиальной дисфунк-
ции и повышению сосудисто-
го тонуса. Повышенный уро-
вень свободного гемоглобина
способствует разрушению NO
(EDRF), что также увеличива-
ет сосудистый тонус [19; 20].
Следовательно, свободный
гемоглобин может, при усло-
вии проникновения в материн-
ское русло, посредством ука-
занных механизмов влиять на
изменения гемодинамики, ти-
пичные для ПЭ.
Синтез гемоглобина у взрос-
лых обусловлен низким пар-
циальным давлением кисло-
рода, что зарегистрировано
в различных исследованиях
[14–17]. В условиях ПЭ пла-
цента находится в состоянии
гипоперфузии, которая может
стимулировать повышение экс-
прессии гена Hb. Отдельными
исследованиями было уста-
новлено увеличение плазмен-
ных уровней двух Hb-стимули-
рующих гормонов — эритропо-
этина и активина A на фоне
ПЭ, что, возможно, является
вспомогательным механиз-
мом описанного повышения
синтеза Hb [21]. Экспрессия
гена НО-1 (гемоксигеназы),
фермента, отвечающего за
деструкцию гема, повышена в
плацентах ПЭ по сравнению с
контрольной группой, а эксп-
рессия гена НО-2, напротив,
снижена, что может свиде-
тельствовать о локальном
дисбалансе системы гемокси-
геназ, также способствующем
аккумуляции Hb в плаценте
[16–18]. Экспрессия гена транс-
формирующего фактора рос-
та β1 (TFGβ1), который свя-
зан с ангиогенезом и Hb, ока-
залась повышенной в плацен-
тах группы ПЭ, а TFGβ1, кото-
рый относится к провоспали-
тельным цитокинам, обладает
способностью реактивировать
экспрессию Hbγ.
Биоинформационный ана-
лиз измененных генов выявил
функциональные категории,
связанные с гемоглобином,
транспортом кислорода и ком-
плекса гемоглобина (рис. 4).
Анализ сигнальных путей по-
казал, что гены, изменение экс-
прессии которых обнаружено
при ПЭ, связаны с нейродеге-
неративными расстройства-
ми, ангиогенезом, TGFβ1 и
VEGF-сигнальными путями
(рис. 5). Анализ ассоциации
указанных изменений с био-
логическими функциями сви-
детельствует о том, что в пла-
центах ПЭ наблюдаются ги-
поксия, изменение апоптоза,
ангиогенеза и метаболизма
фолатов [7; 10]. Полученные
данные позволяют выделить
эти биологические процессы
как основные звенья патогене-
за ПЭ и проводить углублен-
ные исследования метаболи-
ческих изменений именно этих
биологических процессов.
Достоверность и значи-
мость изменений уровня Hbф
в плазме для ПЭ была уста-
новлена только для второго и
третьего триместров беремен-
ности, и, соответственно, мар-
кер не может быть применим
в первом триместре, что сни-
жает его ценность с прогно-
стической точки зрения в ран-
них сроках беременности, но
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Рис. 4. Онтология генов: 1 — комплекс гемоглобина; 2 — метабо-
лизм гемоглобина; 3 — полимеризация актина; 4 — связывание транс-
формирующего фактора; 5 — хемотаксис; 6 — связь цитокинов; 7 —
регуляция апоптоза
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Рис. 5. Анализ сигнальных пу-
тей: 1 — нейродегенеративные на-
рушения; 2 — антигенпроцессинг
и презентация; 3 — МАРК-сиг-
нальный лейкоцитарный путь; 4 —
трансэндотелиальная миграция
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подтверждает правильность
предположения о роли Hbф впатогенезе ПЭ и может исполь-
зоваться со второго триместра.
Таким образом, КБ-тест мо-
жет быть предложен как пря-
мой недорогой и быстрый
скрининговый тест прогноза
ПЭ для групп риска. Получен-
ные результаты продемонст-
рировали значительно более
высокие плазменные уровни
свободного фетального Hb у
женщин с ПЭ в поддержку это-
го предположения.
Выводы
1. В результате изучения
профиля экспрессии генов
плаценты в группе ПЭ уста-
новлены следующие биоло-
гические процессы, которые
можно отнести к базовым па-
тофизиологическим механиз-
мам преэклампсии: гипоксия,
апоптоз, ангиогенез и метабо-
лизм фолатов.
2. Важным этиопатогенети-
ческим фактором прогрессии
ПЭ является увеличение уров-
ня свободного Hbф в материн-
ской плазме крови.
3. Уровень свободного Hbф
— потенциально важный диа-
гностический биомаркер, так-
же отражающий степень тяжес-
ти ПЭ, может быть предложен
как скрининговый во втором и
третьем триместрах как в аб-
солютном значении, так и опо-
средованно в виде теста Клей-
хауэра — Бетке.
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